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ABSTRAKT

Tento ¢lanek se zabyva vyuzitim effect-based metod (EBM) ke kvalitativnimu hodnoceni stavu
povrchovych vod v kontextu smérnice 2000/60/ES ustavujici ramec pro ¢innost Spolecenstvi
v oblasti vodni politiky a pfipravované novely smérnice 2008/105/ES, 0 normach
environmentalni kvality. Soucasné provadény monitoring prioritnich latek a specifickych
zneCiStujicich latek nezachyti veskeré zdroje znecisténi, které mohou negativné ovliviiovat
jakost povrchovych vod. Stejné tak nynéjsi praxe neumoziuje komplexni hodnoceni smési,
véetné emergentnich polutantli, metabolitt a transformacnich produktu latek na kvalitu vod.
Effect-based metody vyuzitim ekotoxikologického hodnoceni znecisténi vod mohou zachytit
celkovy biologicky vliv latek v tomto znecisténi obsazenych (v€etné synergickych ucinku).
Poskytuji tak dilezitou dopliujici informaci K vysledkiim hodnoceni stavu Gtvart povrchovych
vod.

UVOD

Ramcova smérnice o vodé 2000/60/EC vyzaduje od ¢lenskych stati Evropské unie (EU)
integrovany piistup k monitoringu a hodnoceni kvality povrchovych vod. V. CR monitoring
probiha v souladu s pozadavkem Vyhlasky 98/2011 [1] ve znéni §21 vodniho zakona [2] a
normami kvality Zivotniho prostiedi v ramci celé EU. Souc¢asny monitoring chemického stavu
vod vSak neumoZiiuje z technickych a ekonomickych duvodt analyzovat, detekovat a
kvantifikovat vSechny latky pfitomné ve vodnim prostiedi [3, 4]. Je pfedné zaméfen na
sledovani vybranych regulovanych chemickych latek — prioritnich, prioritnich nebezpecnych a
dalSich latek znecistujicich, u nichz je znamo, jaké nebezpeci pro vodni prostiedi predstavuji.
Tyto informace vSak nevypovidaji nic o jejich skute¢nych souhrnnych ucincich ve vodnim
prostiedi. Do monitoringu je navic nutné zahrnout i putsobeni tzv. emergentnich
mikropolutantii. Mezi né fadime 1é¢iva a kosmetické piipravky, biocidy, polarni pesticidy,
endokrinni disruptory, jejich metabolity a transformacni produkty. Navic, latky pfitomné ve
vodnim prostiedi vytvaieji smési, jejichz vysledny ucinek nelze na zakladé samotné chemické
analyzy pfedvidat.

Hlavnim cilem projektu ,, Vyuziti effect-based metod k hodnoceni stavu povrchovych vod v
kontextu Ramcové smernice o vode* je vytvoreni metodiky pro hodnoceni znecisténi vod
pomoci effect-based metod (EBM), jejichz pouziti by bylo vhodné zaclenit do Ramcové
smérnice o vod¢ (Water Framework Directive, zkratka WFD) 2000/60/ES [5]. Tento typ
monitoringu je uzitenym ekotoxikologickym nastrojem pro hodnoceni znecisténi vod
slouzicim jako screeningova metoda, dovolujici cilené zaméteni dalSich druht monitoringu a v



navaznosti na to nalezeni pivodu znecisténi a nastaveni opatteni ke zlepSeni stavu vod. Touto
problematikou se podrobné zabyvaji napt. dokumenty US EPA [6-8]. Zaroven je nyni na
urovni Clenskych stati projednavana novela smérnice 2008/105/ES, kterd v ¢lanku 8a zavadi
novou povinnost monitorovat po dobu dvou let pfitomnost estrogennich latek ve vodnich
utvarech pomoci EBM, kde budou v ptipad¢ pozitivnich nalezti konvenénimi analytickymi
metodami monitorovany hormony: 7-beta-estradiol (E2), estron (E1) a alfa-etinyl-estradiol
(EE2).

EBM jsou analytické metody vyuzivajici celkové odpovédi organismu (in vivo) nebo bunééné
odpovédi (in vitro) k detekci a kvantifikaci pusobeni riznych skupin chemikalii a k urceni
relevantnich toxikologickych endpointii [4]. Zallenéni téchto metod do soucasného
monitoringu by tedy umoznilo hodnotit u¢inky komplexnich smési polutanti vyskytujicich se
v prostiedi podle mechanismu jejich u¢inku [5, 7-9].

EBM mohou pomoci prioritizovat problematické skupiny latek, coz je vyuZzitelné pro navrhy
cilenych opatteni ke snizeni jejich vnosu a ke zlepSeni stavu vod. Dal$im dulezitym aspektem
jejich pouziti je potencidl snizit zatéz spojenou s monitoringem stale rostouciho seznamu
prioritnich a zne€ist'ujicich latek. EBM jsou vhodné k propojeni monitoringu chemického a
ekologického stavu vodniho prostiedi a mohou napomoci ke stanoveni pficin nevyhovujiciho
ekologického stavu vod a k identifikaci dalSich latek, jez mohou byt hrozbou pro vodni
ekosystémy a lidské zdravi. Pouziti EBM umoziiuje cenové efektivni analyzu rizik, kdy absence
efektu implikuje absenci toxikologického rizika.

Pouzité metody byly vybrany s ohledem na pokryti riznych mechanismt u¢inku toxickych
latek na zakladé potiebné citlivosti. Podkladem byla technicka zprava EU [11] a dal$i zdroje
[10, 12]. S ohledem na maly objem vzorku po provedeni nutné piedupravy byly zvoleny testy
ekotoxicity na zastupcich dvou trofickych vrstev vodnich ekosystémti — na destruentech
(bakterie Aliivibrio fischeri) a primarnich producentech (zelené fasy Raphidocelis subcapitata).
Mutagenita byla stanovovana pomoci Amesova fluktua¢niho testu [12, 14, 15]. V poslednich
letech se v souvislosti s kvalitou vod pozornost zaméfuje na estrogeny a latky s estrogennim
ucinkem. Ke stanoveni hladiny estrogenti a latek s estrogennim u¢inkem, ktera je na trovni EU
doporuc¢ovana k monitoringu [12], byl pouzit YES test (yeast estrogen screen) [16, 17].

METODIKA
Vybér profili a plan vzorkovani

K hodnoceni stavu povrchovych vod pomoci EBM bylo na zékladé dat CHMU a konzultaci se
statnimi podniky Povodi vytipovano 11 lokalit ve tfech povodich (povodi Odry, Moravy a
Labe). Devét lokalit vykazuje dlouhodobé Spatnou jakost vod, ktera je ve vétSiné pripada
zpiisobena nadlimitnimi koncentracemi fosforu a dusiku, ale i zvySenym vyskytem nékterych
prioritnich a dalSich znecist'ujicich latek a kovi (dle Nafizeni vlady ¢. 401/2015 Sb. [17]). Dvé
lokality byly vybrany jako referen¢ni s udavanou dlouhodobé dobrou jakosti vod. Zvolené
profily jsou uvedeny v tab. 1, mapa lokalit je znazornéna na obr. 1.

Tab. 1. Prehled profili

Tab. 1. Water profiles overview



Povodi Odry Povodi Moravy

Povodi Labe

CHMI_3585 Hvozdnice — Gsti CHMI 3670 Be¢va — Troubky

CHMI 0101 Labe — Valy

CHMI 1154 Lucina — Slezska

Ostrava CHMI 1171 Bec¢va — Choryné

CHMI_1026 Orlice —
Nepasice

BPPVBO009 Vsetinska Be¢va
—usti *

CHMI 1163 Odra — Bohumin

CHMI 3791 Olse — usti

CHMI 1152 Ostravice — Ostrava

CHMI 1141 Opava — Krnov*

*Referencni profily s dobrou jakosti vod
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Obr. 1. Mapa sledovanych lokalit

Fig. 1. Map of monitored locations




V roce 2021 a 2022 prob¢hlo celkem Sest vzorkovacich kampani (tab. 2).

Tab. 2. Prehled terminii odbérii na vybranych sledovanych profilech

Tab. 2. Overview of subscription dates on selected monitored profiles

. Odbéry 2021
Profil ” ” "
1. kampan 2. kampan 3. kampan
Hvozdnice — usti 30. 06. 2021 31. 08. 2021 05. 10. 2021
Opava — Krnov 15. 07. 2021 19. 08. 2021 07.10. 2021
Lucina - Slezska 20.07.2021 | 31.08.2021 | 14.10.2021
Ostrava
Ostravice — Ostrava 01. 07. 2021 31. 08. 2021 14. 10. 2021
Olse — usti 07.07. 2021 04. 08. 2021 06. 10. 2021
Odra — Bohumin 07.07. 2021 04. 08. 2021 06. 10. 2021
Becva — Choryné 21.07. 2021 24.08. 2021 25.10. 2021
Vsetinska Becva — usti 22.07. 2021 25. 08. 2021 26. 10. 2021
Becva — Troubky 21.07. 2021 24.08. 2021 25.10. 2021
Orlice — Nepasice 29. 06. 2021 X 04. 10. 2021
Labe — Valy 29. 06. 2021 X 04. 10. 2021
Profil _ Odbéry 20%2 _
1. kampan 2. kampan 3. kampan
Hvozdnice — Gsti 04. 04. 2022 27.06. 2022 25.10. 2022
Opava — Krnov 13. 04. 2022 18. 07. 2022 13. 10. 2022
Lucina - Slezska 20.03.2022 | 29.06.2022 | 03.10.2022
Ostrava
Ostravice — Ostrava 29. 03. 2022 29. 06. 2022 03. 10. 2022
Olse — usti 06. 04. 2022 13. 07. 2022 05. 10. 2022
Odra — Bohumin 06. 04. 2022 13. 07. 2022 05. 10. 2022
Becva — Choryné 23.03. 2022 26. 07. 2022 24.10. 2022
Vsetinska Bec¢va — usti 25.04. 2022 25. 07. 2022 24.10. 2022
Be¢va — Troubky 25.04. 2022 26. 07. 2022 24.10. 2022
Orlice — Nepasice 05. 04. 2022 11. 07. 2022 04. 10. 2022
Labe — Valy 05. 04. 2022 08. 08. 2022* 04. 10. 2022

x vzorek nebyl odebran

*Labe — Valy, znehodnoceni ¢ervencového odbéru vzorku 11. ¢ervence 2022, odbér

zopakovan 8. srpna 2022
Pouzité metody

Piediprava vzorki

Ptredtprava vzorkl spoc€ivd v zakoncentrovani zneciSténi v nich obsazeného. Tento postup je
zvolen na zédkladé predpokladu, Ze zvySeni koncentrace piisobicich latek umoZni modelovat
jejich mozZny chronicky Uc¢inek pii vyrazné krat§i dob& expozice, tedy pomoci testi akutni

toxicity (i€inek je ovlivnén nepiimou zavislosti koncentrace na dob¢ expozice).




Zakoncentrovani odebranych vzorkd bylo provedeno dle TNV 75 7231 [18]. K 20 litrim vzorku
povrchové vody byly piidany XAD pryskyfice a vzorek promichavan po dobu 24 hodin. Poté
byly adsorbované latky vymyty rozpoustédlem a prevedeny do vodného 1 000x
zakoncentrovaného vzorku. Ten byl nasledné pouzit pro hodnoceni pomoci vybranych effect-
based metod:

e Test toxicity s destruenty: Microtox test s luminiscencni bakterii Aliivibrio fisheri dle normy
CSN EN ISO 11348 [15].

e Test toxicity s producenty: miniaturizovany test inhibice ristu zelenych fas dle CSN EN ISO
8692 [16].

¢ Endokrinni disrupce — hodnoceni estrogenity pomoci komer¢niho kitu vyuzivajici kvasinky
Saccharomyces cerevisiae (S-YESMD New Diagnostic).

e Genotoxicita — stanoveni pfimé mutagenity pomoci Amesova testu s bakterialni kulturou
Salmonella typhimurium (kmeny TA 98 a TA 100) dle ISO 11350:2012 [21].

Pti provadéni testll byla v nékterych pfipadech zaznamenana zvysena toxicita slepych vzorkd.
Protoze byl vyloucen vliv rozpoustédla, ptedpokladali jsme vliv zbytkové toxicity po
kondicionaci polymernich pryskyfic (XAD rezini). XAD reziny jsou komerén¢ dodavany a
uchovavany v nadobach vlhké s ptidavkem chloridu sodného a uhli¢itanu sodného, aby bylo
zabranéno nezadoucimu mikrobidlnimu nardstu. Kromé toho, mohou byt na reziny z procesu
vyroby nasorbovany dal$i nezddouci latky, které mohou negativné ovlivnit vysledky samotnych
testll ekotoxicity. Pivodni postup pro¢isténi methanolem a nasledny oplach demineralizovanou
vodou byl na zaklad¢ dat ziskanych resersi upraven. Reziny byly procistovany a kondiciovany
v soxhletovych extraktorech po dobu 8 hodin methanolem a nasledné 8 hodin acetonem [22].
Jde totiz o rozpoustédla, ktera jsou v dalsich krocich testovani pouzivana i pti samotné extrakci

sorbovanych latek a jsou také doporuCovana vyrobci XAD rezind (napi. Supelco, Sigma
Aldrich).

Kromé¢ zmény kondicionace XAD pryskyfic byla provedena i zména oproti TNV 75 7231
v provedeni extrakce. Zminéna norma doporucuje k extrakci aceton. Jako druhé ¢inidlo byl
piidan methanol, ktery je polarnéjsim rozpoustédlem ve srovnani s acetonem a je vhodny napf.
k extrakci Siroké tady pesticidu a farmak, kdy by mélo dojit k rozsifeni extrahovanych latek o
zminéné latky s vysS8i polaritou. Zmény v extrakénich postupech zahrnovaly promichavani
rezinil se sorbovanymi latkami v koloné po dobu 30 minut s methanolem. Methanolovy extrakt
byl z kolon slit do piedpfipravenych nadob. Poté byl k rezinim do kolon pfidan postupné, ve
dvou nésledujicich krocich, na dobu dvakrat 15 minut aceton. Prvni acetonovy extrakt
obsahoval 1 malé mnozstvi methanolu z prvniho kroku extrakce, proto byly po 15 minutach
sorbované latky na rezinech extrahovany opétovné cCistym acetonem. Spojenim dvou
acetonovych extraktli byl vytvotren vysledny acetonovy extrakt.

Takto vzniklé methanolové a acetonové extrakty byly nejprve zahustény do objemu 5 ml na
vakuové rotacni odparce Heidolph (pfi teplot€¢ vodni lazn€é 50 °C, pti tlaku 300 mbar pro
methanolovy extrakt a 550 mbar pro acetonovy extrakt) [22—25]. Do kone¢ného objemu 100 pl
byly extrakty dofoukény dusikem. Zahus§tény acetonovy i methanolovy extrakt byl doplnén do
objemu 10 ml demineralizovanou vodou. V poslednim kroku byly tyto vzorky smichany
dohromady a vznikl 1 000x zakoncentrovany vodny vzorek o objemu 20 ml uréeny pro effect-
based analyzy.



Stanoveni estrogent

Stanoveni vybranych estrogent (E2 — 17p-estradiol, EE2 — 17a-ethinylestradiol, E1 — estron)
metodou LC/MS bylo provedeno u 15 vybranych vzorkt zakoncentrovanych povrchovych vod
z roku 2021 na kapalinovém chromatografu v laboratofich prazského oddé€leni hydrochemie
VUV TGM.

Test toxicity — luminiscen¢ni test s A. fischeri

Stanoveni inhibi¢niho G¢inku vzorkil na svételnou emisi moiskych luminiscencnich bakterii
Aliivibrio fischeri bylo provedeno dle normy CSN EN ISO 11348-2. Jde o moiské aerobni,
heterotrofni, gram-negativni bakterie schopné bioluminiscence. Emitace svétla vznika
katalytickymi u€inky enzymu luciferazy na nizkomolekularni substrat luciferin. Vlivem
toxickych latek obsazenych v testovaném vzorku dochézi ke snizeni luminiscence emitované
témito bakteriemi. Tato snizena hodnota je zaznamenavana a porovnana s kontrolou (obr. 2 a
3). Vysledky analyz bioluminiscen¢niho testu jsou obsazeny Vv tab. 2 v hodnotach ECso (ml/l).
Tyto hodnoty vyjadiuji koncentraci, u niz doslo k 50% poklesu luminiscence oproti kontrole.

Obr. 2. Tlustrativni fotografie luminiscen¢nich bakterii A. fischeri kultivované na Petriho misce

Fig. 2. lllustrative photos of luminescent bacteria A. fischeri cultured on a Petri dish



Obr. 3. Prib¢h méfeni zmén intenzity luminiscence béhem testu

Fig. 3. The course of measurement of luminescence intensity changes during the test

Test toxicity — miniaturizovany Fasovy test s R. subcapitata

Test inhibice ristu sladkovodnich zelenych fas vychazi z normy CSN EN ISO 8692 (obr. 4).
Z divodu omezeného mnozstvi ziskanych zakoncentrovanych vzorkdi byla pouZzita
miniaturizovana metoda fasového testu. Miniaturizovand verze testu neprobiha
V Erlenmeyerovych baiikéch, ale na 96jamkovych mikrotitracnich destickach. Zakladni roztoky
a podminky provedeni testli zlistavaji shodné s jiz zminénou normou. Podstata zkousky spoc¢iva
Vv kultivaci fasové kultury R. subcapitata ve vzorcich s ptidavkem zivného média, nezbytného
pro rist fas. Kultivace probihd v testovaci mistnosti se stalou teplotou 22 °C, pii intenzité svétla
pohybujici se nad 6 000 Ix. Po uplynuti 72 h je porovnana specifickd rustova rychlost
zkoumanych vzorkd s kontrolnim vzorkem. Vysledné hodnoty analyzovanych vzorka jsou
vyjadieny v % inhibice (popf. stimulace) ristu fas ve srovnani s kontrolnim vzorkem.



Obr. 4. Ukazka miniaturizovaného fasového testu (vlevo); mikrotasa R. subcapitata (vpravo);
dole standardni verze fasového testu probihajici v Erlenmeyerovych baiikach

Fig. 4. Example of miniaturized algal test (left); Microalgae R. subcapitata (right); the
standard version of the algal test running in Erlenmeyer flasks below

Test genotoxicity — Amesiv fluktuaéni test

Amesuv fluktuacni test (ISO 11350) byl pouzit pro detekci pritomnosti latek s mutagennim
ucinkem. Tento test prostiednictvim dvou geneticky modifikovanych bakterialnich kment
Salmonella enterica subsp. enterica serotyp Typhimurium TA 98 a TA 100 sleduje vyskyt
primych a nepfimych mutagent ve vodném prostiedi. Pouzitim obou zminénych kmeni TA 98
a TA 100 je umoznéno ve vzorcich detekovat latky, které indukuji bodové mutace (substituce
bazi a posunové mutace) v genech kodujicich enzymy, které se ucastni biosyntézy
aminokyseliny histidinu. Dvojnasobné zvyseni poctu revertant je povazovano za signifikantni

(obr. 5).

U Amesova testu byva doporuc¢ovano i hodnoceni cytotoxickych u€inkl vzorkl na bakterialni
kmeny salmonel, zalozené na hodnoceni ristové rychlosti bakteridlnich kmenti v porovnani
s kontrolnimi vzorky. Zjistovani cytotoxicity je doporu¢ovano normou ISO 11350 pouze pro
kmen salmonel TA 98. U kmene TA 100 mize z divodu nizsi rastové rychlosti dojit ke
zkresleni vysledkti. V dasledku vyrazného zabarveni nékterych analyzovanych vzorkd, které
zkreslovaly vyhodnoceni cytotoxicity, bude potfeba provést optimalizaci vyhodnoceni.



Obr. 5. Amesuv fluktuaéni test na mikrotitraéni desti¢ce

Fig. 5. Ames fluctuation test on a microtitre plate

Amesiv test s metabolickou aktivaci (S9*)

V roce 2022 bylo pfistoupeno k otestovani vzorki i ve varianté Amesova testu S metabolickou
aktivaci S9*, sledujici nepiimé mutageny, které vyzaduji metabolickou aktivaci jaternimi
enzymy, aby se projevil jejich mutagenni ucinek. V této varianté testu byly testovany vzorky o
koncentraci 500 ml/I.

Test na stanoveni estrogenniho potencialu — Yeast estrogen test (YES test)

Metoda YES testu je zaméfena na stanoveni estrogenniho potencialu vodnych vzorkt. Postup
vychazi znormy 1SO 19040-1:2018 [26]. Tento kolorimetricky YES test vyuziva
rekombinantnich kvasinkovych bunék Saccharomyces cerevisiae geneticky upravenych tak,
aby byly schopny exprese lidského estrogenniho receptoru alfa (hER). V zavislosti na
pritomnosti estrogennich latek ve vzorku dochdzi ke zmén¢ barvy indikatoru (CPRG) tak, ze se
latka navaze na estrogenni receptor. Tim iniciuje expresi reportérového genu a syntézu -
galaktosidazy, kterd je bunikou uvolnéna do média, v niz katalyzuje pfeménu zlutého substratu
CPRG na Cerveny (obr. 6). Intenzita Cervené barvy souvisi s mirou estrogenni aktivity vzorku
a vyhodnocuje se spektrofotometricky pti ODs7zo nm. Naméfena opticka hustota (OD) pfimo
koreluje s mnozstvim vyloucené B-galaktosidazy, a tudiz aktivity testované latky, kterd se
navazala na receptor.



Obr. 6. YES test

Fig. 6. YES test

VYSLEDKY

Stanoveni estrogenii

Mg¢fteni probihalo na vzorcich odebranych béhem tfi kampani v roce 2021 ve zvolenych
profilech. Ve vzorcich se nepodafilo stanovit zadny z estrogend, jejich hodnoty se pohybovaly
pod mezi stanovitelnosti.

Test toxicity — luminiscenéni test s A. fischeri

Z vysledka v tab. 3a a 3b je patrné, Ze nejnizsi hodnoty ECso byly v obou letech 2021 a 2022
zaznamenany b&hem prvni vzorkovaci kampang, kdy se hodnoty ECso pohybovaly v rozmezi
15-119 ml/1. Vzorky odebrané v 2. vzorkovaci kampani mély rozptyl hodnot ECso 40-378 ml/I,
pfi¢emz hodnoty v roce 2021 byly oproti roku 2022 mirné zvySené. Ve 3. vzorkovaci kampani
se hodnoty ECso pohybovaly od 43 az po 434 ml/l, pti¢emz hodnoty v roce 2021 byly oproti
roku 2022 opét mirné zvySené.

Obecné Ize konstatovat, ze témét vSechny vzorky béhem prvni vzorkovaci kampané mély veétsi
vliv na inhibici luminiscence oproti vzorkiim z druh¢ a tfeti vzorkovaci kampané. Zadna ze
zjisténych hodnot ECsg nebyla nizsi nez 10 ml/l, tj. neZ je hodnota poukazujici na vyznamnou
toxicitu vzorkd.

Zjisténé hodnoty ECsp se u vzorki z n¢kterych profill v jednotlivych kampanich vyrazné lisily.
Napi. hodnota ECsp vzorku z profilu Opava — Krnov v roce 2022 z prvni kampang patiila mezi
nejnizsi s hodnotou ECso 18 ml/1. Oproti tomu vzorky odebrané z tohoto profilu béhem letni a
podzimni kampané patiily mezi nejméné toxické. Naopak nejmensi rozptyl hodnot ECso byl
zjistén u vzorkl odebranych v roce 2022 na profilu Labe — Valy. Vzorky z tohoto profilu
vykazovaly téméf totozné hodnoty ECso ve vSech tfech kampanich.

Tab. 3a. Vysledky luminiscencniho testu s A. fischeri, hodnoty ECso po 30 min v ml/I (rok
2021)

Tab. 3a. Results of the luminescent test with A. fischeri, ECso values after 30 min in ml/I
(2021)



Profil ECso ml/I
1. kampaii 2. kampan 3. kampan

Hvozdnice — usti 25 CHT 115 125
Opava — Krnov 63 CHT 91 279
Lucina — Slezska Ostrava 119 59 CHT 88
Ostravice — Ostrava 23 CHT 84 119

Ol3e — usti 51 CHT 40 CHT 60 CHT
Odra — Bohumin 59 CHT 48 CHT 86
Bec¢va — Choryné 40 CHT 108 306
Vsetinska Begva — Usti 55 CHT 378 434
Beéva — Troubky 42 CHT 263 344
Orlice — Nepasice 17 CHT X 73
Labe — Valy 17 CHT X 64

x vzorek nebyl odebran

CHT - chronicka toxicita

Tab. 3b. Vysledky luminiscencniho testu s A. fischeri, hodnoty ECso po 30 min v ml/I (rok
2022)

Tab. 3b. Results of the luminescent test with A. fischeri, ECso values after 30 min in ml/I
(2022)

Profil EC5s0 ml/l
1. kampaii 2. kampan 3. kampan
Hvozdnice — usti 24 CHT 144 55 CHT
Opava — Krnov 18 CHT 160 224
Lucina — Slezska Ostrava 52 CHT 34 CHT 72
Ostravice — Ostrava 32CHT 61 CHT 60 CHT
Olse — usti 15 CHT 114 183
Odra — Bohumin 27 CHT 154 137
Becva — Choryné * 88 50 CHT
Vsetinska Be¢va — Usti 54 CHT 341 43 CHT
Becva — Troubky 15 CHT 96 91
Orlice — Nepasice 64 82 162
Labe — Valy 65 71 70

* vzorek zpracovan odlisn€ od ostatnich vzorkt (odlisny zptisob kondicionace rezintt). Hodnota ECsg zjiSténa
200 ml/l.

CHT - chronicka toxicita

Test toxicity — miniaturizovany rasovy test s R. subcapitata

V tab. 4a a 4b jsou patrné vysledky analyzovanych vzorkti povrchovych vod odebranych
Vv letech 2021 a 2022. Je ziejmé, ze 4nasobné fedéni (¢ 250 ml/1) vzorki v nékterych ptipadech



pusobilo 100% inhibici ristu fas. S dal§im fedénim toxicita postupné klesala. Pti 100nasobném
ziedéni, tj. koncentraci 10 ml/l, vzorky ptsobily toxicky jen vyjimecné.

V prvni vzorkovaci kampani roku 2021 vykazoval zvySenou toxicitu vzorek v profilu
Hvozdnice — usti, ve druhé pak vzorek v profilu Odra — Bohumin. Ve tieti vzorkovaci kampani
nebyl zaznamenan vyznamny toxicky vliv zadného ze vzorkti. Obdobné v prvni vzorkovaci
kampani roku 2022 vykazoval zvySenou toxicitu ve vySe uvedené koncentraci pouze vzorek
z profilu Odra — Bohumin. Ve druhé vzorkovaci kampani byla v této koncentraci zjisténa
vysoka toxicita u vzorku z profilu Be¢va — Troubky. Ve tieti vzorkovaci kampani nebyl
zaznamenan vyznamny toxicky vliv zadného ze vzorkl. V letni a podzimni kampani také
dochazelo v nékterych zkoumanych vzorcich ke stimulaci ristu fas vlivem latek v nich
obsazenych.

Prestoze se v nékterych koncentracich jevi uc¢inek inhibice fas vyznamny, je potieba si
uvédomit, ze byly analyzovany 1 000x zkoncentrované vzorky povrchovych vod. Tyto vzorky
byly nésledné v testech fedény, aby bylo mozné zjistit, které¢ koncentrace maji jesté vyznamny
inhibi¢ni vliv na fasovy rist a které naopak minimalni.

Tab. 4a. Vysledky rasového testu s R. subcapitata vyjadrené v ECso v ml/l (rok 2021)
Tab. 4a. Algae test results with R. subcapitata, ECso in mi/l (2021)

Vysledky 2021 rasy
profil 1. kampaii ‘ 2. kampan ‘ 3. kampan
ECso (ml/l)

Hvozdnice — Gsti 30,33 HU 50,1 HU Cso0 28,83 %
Opava — Krnov Cso0 24,68 % 204,3 Cs00 43,25 %
Lucina — Slezska Ostrava Cso0 20,77 % 94,8 Cso0 1,66 %
Ostravice — Ostrava 470,1 199,2 Cs00 3,33 %

Olse — usti 186,9 49,0 HU 306,9

Odra — Bohumin 132,1 26,5 HU 163,0

Becéva — Choryné 1449 88,6 478,2
Vsetinska Be¢va — usti Cs00 36,48 % Cso0 14,77 % Cs00 11,59 %
Becva — Troubky 113,6 469,2 Cs00 19,53 %

Orlice — Nepasice 371,4 X 2344

Labe — Valy 69,3 X 116,9

X vzorek nebyl odebran
HU — herbicidni u¢inek

Csoo0 — ucinek pii koncentratu v mnozstvi 500 ml/l

Tab. 4b. Vysledky rasového testu s R. subcapitata vyjadiené v ECso v ml/l (rok 2022)
Tab. 4b. Algae test results with R. subcapitata, ECso in ml/l (2022)



Vysledky 2022 fasy

profil 1. kampaii 2. kamparn 3. kampai
ECso (ml/l)
Hvozdnice — usti 76,2 28,5 HU 101,8
Opava — Krnov Cs00 46,8 % Cs00 10,3 % Cs00 29,86 %
Lucina — Slezska Ostrava 108,1 54,3 HU 174,0
Ostravice — Ostrava Cso0 48,08 % 216,9 1115
Olse — usti 104,3 184,6 418,4
Odra — Bohumin 31,9 HU 123,7 322,4
Becéva — Choryné Cso0 11,6 % 235,4 192,8
Vsetinska Becva — usti 2423 Cs0048,42 % 468,3
Becva — Troubky 20,3 HU 57,6 HU 161,1
Orlice — Nepasice Cs00 33,35 % 4432 Cs00 26,53 %
Labe — Valy 157,8 116,6 107,7

HU — herbicidni aéinek

Test genotoxicity — Amestav fluktuaéni test S metabolickou aktivaci (S9+) a bez
metabolické aktivace (S9-)

V roce 2021 byly ziskany vysledky Amesova fluktuac¢niho testu ve varianté bez metabolické
aktivace S9- (tab. 5), kdy byly sledovany pouze pifimé mutagenni latky. V prvni kampani byly
mutagenni latky detekovany na profilech Hvozdnice — Gsti, Opava — Krnov, Lu¢ina — Slezska
Ostrava a Ostravice — Ostrava. V letni kampani pak v profilech Hvozdnice — tsti, Luc¢ina —
Slezska Ostrava, Ostravice — Ostrava, OlSe — usti a Odra — Bohumin. V podzimni kampani byly
pozitivné testovany profily Hvozdnice — usti, Olse — usti a Labe — Valy.

Tab. 5. Vysledky Amesova fluktuacniho testu ve varianté bez metabolické aktivace SD-

Tab. 5. Results of the Ames fluctuation test in the variant without metabolic activation S9-

Ames test varianta S9-

1. kamparn 2. kampan 3. kampan
Profil TA98 TA100 TA98 TA100 TA98  TAL00
Hvozdnice — asti + - + - + -
Opava — Krnov + + - - - -
Lucina — Slezska
Ostrava - + + - - -
Ostravice — Ostrava + - - + - -
Olse — usti - - + + + .
Odra — Bohumin - - + - - -
Bec¢va — Choryné - - - - - -
Vsetinska Becva — tsti - - - - - -
Becéva — Troubky - - - - - -
Orlice — Nepasice - - X X - -
Labe — Valy - - X X + -




+ ve vzorcich doslo k signifikantnimu zvySeni poc¢tu revertant) (2021)

— ve vzorcich nedoslo k signifikantnimu zvyseni poc¢tu revertant (2021)
X vzorek nebyl odebran

V tab. 6 je znazornéno porovnani vysledku Amesova fluktua¢niho testu ve varianté bez
metabolické aktivace S9- a varianté s metabolickou aktivaci S9+ ve vzorcich povrchovych vod
odebranych v roce 2022. Pokud ve varianté testu S9+ nebo S9- bylo alespon u jednoho z kment
salmonel zjisténo signifikantni zvySeni revertant viici kontrole, je vzorek oznacen jako pozitivni
na pritomnost mutagennich latek ve vzorku.

V jarni kampani byla detekovéana pfitomnost ptfimych nebo nepfimych mutagennich latek ve
vzorku odebraném v profilech Lucina — Slezska Ostrava, Be¢va — Choryné a Labe — Valy.
Vzorek z Labe byl pozitivni na pfitomnost mutagennich latek i ve 2. kampani. V této kampani
byla pfitomnost mutagennich latek dale detekovana ve vzorcich z profilu Odra — Bohumin,
Becva — Choryné a Be¢va — Troubky. V tieti kampani vykazovaly pozitivitu vzorky z Olse,
Odry, Be¢vy i Orlice. V roce 2022 byly opakované pfimé mutageny zjistény ve vzorcich
z profilt Labe — Valy, Odra — Bohumin, Be¢va — Choryné a Be¢va — Troubky.

Tab. 6. Porovnani vysledkit Amesova fluktuacniho testu Ve varianté bez metabolické aktivace
S9- a varianté s metabolickou aktivaci Sd+

Tab. 6. Comparison of Ames fluctuation test results in the variant without metabolic activation
S9- and the variant with metabolic activation S9+

Ames test varianta S9-i S9+
1. kamparn 2. kampan 3. kampan
Profil S9- S9+ S9- SO+ S9- S9+
Hvozdnice — usti - - - - - -
Opava — Krnov - - - - - -
Lucina — Slezska
Ostrava + - - - - -
Ostravice — Ostrava - - - - - -
Olse — usti - - - - + +
Odra — Bohumin - - + - + -
Becva — Choryné - + + - - -
Vsetinska Bec¢va — Gsti - - - - + +
Becva — Troubky - - + - + -
Orlice — Nepasice - - - - + -
Labe — Valy + + + + - -

+ ve vzorcich doslo k signifikantnimu zvyseni poctu revertant (2022)

— ve vzorcich nedoslo k signifikantnimu zvyseni poctu revertant (2022)



Test na stanoveni estrogenniho potencialu — Yeast estrogen test (YES test)

U vzorki odebranych v letech 2021 a 2022 nebyl YES testem vyznamn¢ zaznamenan indukéni
pomér (IR) B-galaktosidazy > IR10 (kde IR10 = 10 % (IRmax standardu — IR negativni
kontroly)) (tab. 7a a 7b). YES testem nebyly prokazany vysledky svéd¢ici o pfitomnosti latek,
které by zpusobovaly expresi reportérového genu a naslednou produkci B-galaktosidazy
v takové mife, ze by mohl byt vzorek signifikantné oznaCen za pozitivni na pfitomnost
estrogent nebo latek s estrogennimi G¢inky na hER receptor. U Sesti vzorku v roce 2021 se
hodnota IR pohybovala nad 6 % maximalni indukce B-galaktosidazy (tab. 7a, zvyraznéno).
V tab. 7b jsou vyrazné oznaceny dvé hodnoty ve 3. kampani (vzorek z profilt Be¢va — Troubky
a Labe — Valy), u nichz se hodnota IRmax pohybovala nad 9 %. Pokud by byla hodnota téchto
vzorkli > 10 %, $lo by jiz o vzorky s prokdzanym agonistickym estrogennim efektem. Pro
oveéfeni ziskanych vysledkli budou vzorky, u kterych hodnota maximalni indukce [-

galaktosidazy piekraovala 6%, opétovné analyzovany YES testem.

Tab. 7a. Vysledky estrogenni aktivity vzorkii v kvasinkovych testech estrogenity (YES test)

(rok 2021)

Tab. 7a. Results of estrogenic activity of samples in yeast estrogen tests (YES test) (2021)

Profil % indukce IRmax
1. kamparn 2. kampan 3. kampan
Hvozdnice — usti * < 4% max. indukce 8,2 % max. indukce
Opava — Krnov < 4 % max. indukce 10,5 % indukce < 4 % max. indukce
Lucina — Slezska
Ostrava < 4 % max. indukce < 4 % max. indukce < 4 % max. indukce
Ostravice — Ostrava | < 4 % max. indukce * < 4 % max. indukce
Olse — usti < 4 % max. indukce 10,9 % indukce < 4 % max. indukce
Odra — Bohumin N * < 4 % max. indukce
Be¢va — Choryné 7,1 % max. indukce 10,7 % indukce 8,4 % max. indukce
Vsetinska Bec¢va —
usti < 4 % max. indukce < 4 % max. indukce < 4 % max. indukce
Becva — Troubky < 4 % max. indukce < 4 % max. indukce < 4 % max. indukce
Orlice — Nepasice | <4 % max. indukce X < 4 % max. indukce
Labe — Valy < 4 % max. indukce X 7 % max. indukce

*zaznamendna cytotoxicita vzorki

X vzorek nebyl odebran

Tab. 7b. Vysledky estrogenni aktivity vzorkii v kvasinkovych testech estrogenity (YES test)

(2022)

Tab. 7b. Results of estrogenic activity of samples in yeast estrogenity tests (YES test) (2022)

Profil

% indukce IRmax

1. kampan

2. kampan

3. kampan




Hvozdnice — usti < 6 % max. indukce | <6 % max. indukce | <6 % max. indukce
Opava — Krnov < 6 % max. indukce | <6 % max. indukce | <6 % max. indukce
Lucina — Slezska
Ostrava 6,6 % max. indukce * < 6 % max. indukce
Ostravice —
Ostrava 7,2 % max. indukce * < 6 % max. indukce
Olse — usti < 6 % max. indukce | <6 % max. indukce | <6 % max. indukce
Odra — Bohumin < 6 % max. indukce | <6 % max. indukce | 6,2 % max. indukce
Be¢va — Choryné | <6 % max. indukce | <6 % max. indukce | <6 % max. indukce
Vsetinska Be¢va —
usti < 6 % max. indukce | <6 % max. indukce | <6 % max. indukce
Bec¢va — Troubky | <6 % max. indukce | 8,2 % max. indukce | 9,0 % max. indukce
Orlice — Nepasice | <6 % max. indukce | <6 % max. indukce | <6 % max. indukce
Labe — Valy < 6 % max. indukce | <6 % max. indukce | 9,3 % max. indukce

*zaznamenana cytotoxicita vzorkl

DISKUZE A ZAVER

Nase meéfeni ukdzala, ze 1 na referencnich profilech, u nichZ rutinni monitoring vybranych
parametri, provadény podniky Povodi, vykazoval dlouhodobé dobrou jakost vod, byly u
vzorkil z nékterych kampani stanoveny chronické u¢inky zneciSténi ¢i jejich genotoxicita.
Tento fakt ukazuje, Ze rutinni monitoring zfejm¢e nezachytil latky nebo jejich smési, jez dané
ucinky mohly zpuisobovat, a finan¢ni prostfedky vynaloZené na jeho provadéni tedy nepfinesly
pozadované vysledky pro hodnoceni ekologického stavu vod, ktery je vyznamné ovliviiovan
pravé vlivem znecisténi stanovovanym pomoci EBM. V situaci, kdy stale roste seznam
prioritnich a emergentnich znecist'ujicich latek, jez maji byt ve vodach sledovany, ma EBM
potencial chemicky monitoring ucelové zaméfit, a tim i zefektivnit ndklady spojené s touto
¢innosti.

Dle Ramcové smérnice o vodé se hodnoceni chemického stavu a ekologického stavu/potencialu
povrchovych vod provadi monitoringem prioritnich latek a specifickych znecist'ujicich latek
definovanych na narodni arovni (v CR dle Naiizeni vlady 401/2015 Sb. a normy CSN 75 7221).
Nicméné tyto rizikové latky tvoii pouze zlomek celkové toxicity vod. Chemickd analyza neni
schopna pokryt vSechny polutanty ptfitomné ve vodach, tudiZ na environmentalni dopad
neregulovanych latek, stejné jako na G€inky smési, neni bran zietel.

Ramcova smérnice 2000/60/ES vyzaduje, aby ¢lenské staty stanovily pro kazdy vodni utvar
environmentalni cile. Nebude-li tento cil naplnén, museji byt identifikovany pti¢iny, aby mohla
byt pfijata u€inna opatfeni. K tomuto ucelu je tieba mit vhodny systém diagnostiky, ¢asto vSak
takovy nastroj neni dostupny. Vétsina biologickych metod pouzivanych dle Ramcové smérnice
mnohdy nemusi adekvatné reagovat na piitomnost toxickych latek a jejich smési ve vodach ani
na jiné typy stresort. EBM mohou poskytovat celkovou informaci o ekotoxikologickych
ucincich znecisténi povrchovych vod a pomoci tak pfi hodnoceni moznych pficin
nevyhovujiciho stavu vod.

Na zéklad¢ nami ziskanych zkusenosti a vysledkt provedenych zkousek 1ze tedy konstatovat,
ze nas projekt prokazal pouzitelnost navrzenych EBM vV rutinni praxi a plné podporuje jejich
zavedeni nejen u nas, ale i na evropské tirovni.



Podékovani

Tento piispévek byl podporen projektem Technologické agentury CR SS03010140 ,, VyuZiti
effect-based metod k hodnoceni stavu povrchovych vod v kontextu Ramcové smérnice o vode“.
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USE OF EFFECT-BASED METHODS TO ASSESS SURFACE WATER
STATUS
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This article deals with the use of effect-based methods for the qualitative assessment of the state
of surface waters in the context of Directive 2000/60/EC establishing the framework for
Community activity in the field of water policy and the upcoming amendment to Directive
2008/105/EC on environmental quality standards. The implemented monitoring of priority
substances and specific pollutants is not able to capture all sources of pollution that negatively
affect surface water quality. Likewise, current practice does not allow a comprehensive
assessment of mixtures, including emergent pollutants, metabolites and transformation products
of substances on water quality. Effect-based methods are a suitable tool for ecotoxicological
evaluation of pollution, which takes into account all substances contained in the sample and
possible effects of mixtures (synergistic effects). They thus provide important additional
information to the results of the assessment of the state of surface water bodies.



